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Verwendung von Prothrombinfragmenten. 



@ Beansprucht wird die Verwendung von Prothrombinfragmenten, vorzugsweise humanen Prothrom- 
binfragmenten, mit einer "thrombin like activity", insbesondere von IVIeizothrombin, Meizothrombin 
(desF1) Oder Mischungen daraus» fur diagnostische Zwecke zur Bestimmung von Thromblnsubstraten 
sowie ein Reagens, enthaftend diese Prothrombinfragmente. 
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Die Erfindung betrifft eine neue Verwendung von Prothrombinfragmenten, insbesondere von 
Meizothrombin, Meizothrombin (desF1) oder Mischungen daraus. 

Die Bestinnnnung von Thronnbinsubstraten durch Aktivierung mittels Thrombin stellteine wichtige Methodik 
zur Charakterlsierung von Blut- und Plasmaprodukten dar. Beispielsweise warden Konzentrationen bzw. Ak- 
tivitaten von Fibrinogen, Faktor V, Faktor VIII oder Protein C mittels Aktivierung durch Thrombin standardmaliig 
in Plasma-haitigen Proben bestimmt. 

Thrombin ist ein 36 kD-Protein, das eine zentrale Rolle in der Blutgerinnungskaskade spielt, denn seine 
Hauptfunktion ist die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin, das unter Mithilfe des ebenfalls von Thrombin ak- 
tivierten Faktors XIII ein Fibrinnetz ausbildet. 

Daruberhinaus aktiviert Thrombin auch Blutgerinnungsfaktoren. wie Faktor V, Faktor VIII. und Protein C, 
und bewirktdie Thrombozytenaggregation. Eine Reihe andererProteine wie Fibronectin, Thrombospondin und 
Apoilpoprotein, verschiedene Kollagene, Laminin, etc. (siehe Tabelle 1 in Stocker, Sem.Thr.Hem. 17 (2) S. 114 
(1991)) konnen ebenfalls von Thrombin gespalten werden. Derartige Proteine werden In der folgenden Be- 
schreibung als "Thrombinsubstrate" bezeichnet. 

Aufgrund seiner wichtigen Stellung in der Blutgerinnungskaskade wird die Wirkung des Thrombins durch 
Aktivitatseffektoren bzw. Inhibitoren in vivo sehrgenau reguliert. 

Insbesondere die Inhibitoren sind aber bei der Bestimmung von Thrombinsubstraten storend. da die Inhi- 
bitoren in einer Probe die Ergebnisse verfalschen bzw. vor der Bestimmung eine viel grofiere, uberschussige 
Thrombinmenge zugesetzt werden muli, um die vorhandenen Inhibitoren zu uberspielen. 

Ein wichtiger Thrombin-lnhibltor ist beispielsweise Heparin zusammen mit Antithrombin III. Heparin ist 
praktlsch in alien Blutproben enthalten, wenn Blutspenden unmittelbar nach der Entnahme zur Verhinderung 
einer vorzeitigen Gerinnung heparinisiert, d.h. mit Heparin versetzt werden oder wenn der Patient Heparin z.B. 
zur Antikoagulationstherapie erhalten hat. 

Das eigentliche Thrombin-inhlbierende Agens ist Antithrombin III. Heparin potenziert den Effekt von Anti- 
thrombin III. 

Bei einer aus einer Heparin-haltigen Blut- oder Plasmaprobe besteht also immer das Risiko, verfalschte 
Ergebnisse bei Thrombinkonzentrations-, Thrombinsubstrataktlvierungs- oder Kinetikbestimmungen zu erhal- 
ten, sofern sie nicht auf aufwendige Weise vorher vom Heparin befreit oder das Heparin neutrallsiert worden 
ist. 

Dadurch wird ein zusatzlicher Verfahrensschritt notwendig, was fur diagnostische Verfahren, die fur Rou- 
tinezwecke moglichst einfach durchzufuhren sein sollten, wenig vorteilhaft ist. Jederzusatzliche Verfahrens- 
schritt bedeutet nicht nur einen hoheren Arbeitsaufwand, sondern ist auch eine weitere potentielle Fehlerquelle 
des Bestimmungsverfahrens. 

Thrombin wird im Blut aus einem inaktiven Vorlauferprotein, dem Prothrombin, iiber mehrere Zwischen- 
stufen zum reifen Enzym gebildet. Das reife Enzym besteht aus zwei Ketten (A- und B-Kette), die durch eine 
Disulf id-Brucke miteinander verbunden sind. 

Meizothrombin oder Meizothrombin (desFI) sind solche Prothrombinfragmente, die durch nicht vollstan- 
dige Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin entstanden sind (siehe Abbildung 1 in Doyle et al., J.Biol.Chem. 
265 (18), 10693-10701 (1990)), Meizothrombin (desFI) entsteht durch Aktivierung von Prothrombin in Abwe- 
senheit eines Thrombininhibitors. Dabei wird zuerst Meizothrombin gebildet, welches nach Abspaltung des 
Fragmentes F1 zu Meizothrombin (desF1) proteolytisch abgebaut wird. Das Molekulargewicht reduziert sich 
damit von ungefahr 72 kD auf etwa 48 kD. Diese Fragmente gelten als instabil, weil sie autokatalytisch degra- 
dieren. beispielsweise wird Meizothrombin rasch durch Autokatalyse in a-Thrombin umgewandelt. 
Meizothrombin und Meizothrombin (desF1 ) konnen auch durch Einwirkung des Schlangengif ts Ecarin auf Pro- 
thrombin hergestellt werden. 

Versuche von Doyle et al. haben gezeigt, dafi bovines Meizothrombin im Gegensatz zu Prothrombin eine 
Proteaseaktivitataufweist, die im Vergleich zu Thrombin sehrgering ist. 

Meizothrombin ist zwar in der Lage, mit einer geringen Rate z.B. Fibrinogen in Fibrin zu spalten Oder Protein 
C zu aktivieren, jedoch wird es von Heparin nicht inhibiert bzw. ist der lnhibitonseffekt um Grofienordnungen 
kleiner (Stocker & Muiler, Thrombosis and Haemostasis 65 (6). Abstract 855 (1991)). Es hat sich aber auch 
gezeigt, daR humane Prothrombin-Fragmente wesentlich instabiler sind als beispielsweise bovine. 

Es ist aber auch bekannt, dad einige Schlangengif te Thrombinsubstrate spalten. Andersson (Haemostasis 
1, 31-43 (1972)) beschreibt eine thrombin like activity" mehrerer Schlangengifte und druckt diese analog zu 
Thrombin in NIH-Einheiten/ml aus. Die Verwendung von Schlangengiften im Rahmen der Diagnostik mit hu- 
manen Proteinen hat jedoch den Nachteil der unspezifischen Wechselwirkungen (Intraspezies-lnteraktionen). 
Man ist daher vor allem bei der Entwicklung von diagnostischen Verfahren zur Bestimmung von humanen Fak- 
toren bemiiht, nur Saugetierproteine, vorzugsweise humane Proteine, einzusetzen. Eine wesentliche Voraus- 
setzung fur ein Bestimmungsverfahren ist die eindeutige Reaktion der eingesetzten Proteine. 
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2.2 Bezugskurve fur Fibrinogen 

Lyophitisiertes Normalplasma (siehe 2.1) wurde mit 1 ml destilliertem Wasser mit und ohne Zusatz von 
diversen Thrombin-lnhibitoren 0*e 1 E/ml von Antithrombin III, Heparin Oder Antithrombin Ill/Heparin-Komplex 
(Atheplex®, Fa. Immuno)) gelost und mit OJ M Phosphatpuffer (pH 7,5) unterschiedlich verdunnt. Davon wur- 
den 100 ^tl Probe mit 50 \x\ desselben Puffers vermischt und 2 min bei 37*C inkubiert, Nach Zusatz von 150 
[i\ einer Losung von 10,5 NIH-analog E/ml Meizothrombin (Fa. Pentapharm) oder 5 NIH-E/ml Thrombin (Throm- 
bin Reagent Fa. Immuno) wurde die Gerinnungszeit analog zu 2.1 bestimmt. 



Gerinnungszeit mit Thrombin (s) 




Inhibitorzusatz 


kein Inhib. 


Atheplex 


ATIII 


Heparin 


Probe konz. 


17.1 


>300 


>350 


>300 


■ 1:2 


21,6 


61,6 


>350 


50.4 


1:4 


27.6 


37,1 


101,6 


36.1 


1:8 


41,6 


38,6 


54,6 


48,9 



Gerinnungszeit mit Meizothrombin (s) 




Inhibitorzusatz 


kein Inhib. 


Atheplex 


ATIII 


Heparin 


Probe konz. 


15,1 


16,0 


19,7 


25,5 


1:2 


23,6 


26,6 


28.8 


31,6 


1:4 


34,6 


36,6 


37,1 


39,1 


1:8 


56,1 


57,6 


54.0 


60,6 



3. Meizothrombin in einem Diagnostikum als Aktivator der Gerinnungskaskade 

Faktor VIII in einem Normalplasma (siehe.2.1) wurde nach Zusatz von 0; 1; 2; 5 oder 10 E Heparin/ml mit 
Meizothrombin. hergestellt nach 1.. (0; 3 oder 5 E/ml) aktiviert und indirekt uber Faktor Xa und einem 
chromogenen Substrat bestimmt. Dazu wurde der Test Immunochrom FVIIhC® (IMMUNO AG) laut Hersteller- 
angaben verwendet. wobei dem Reagens A Meizothrombin zugesetzt wurde und Reagens B ohne Polybren 
verwendet wurde. Dieser Test enthalt Thrombin, wodurch ein direkter Vergleich von Meizothrombin und Throm- 
bin zur Bestimmung aktivierter Gerinnungsfaktoren im Testsystem moglich ist. Die folgende Tabelle zeigt, dad 
in Anwesenheit von Meizothrombin die Aktivierung und Bestimmung des Faktor VIII durch den Heparingehalt 
des Plasmas weniger beeirifluflt wird. 



Heparin (E/ml) 


0 


1 


2 


5 


10 


Meizothrombin (NIH-analog E/ml) 


Farbentwicklung (%) 


0 


100 


99 


95.6 


80 


52.1 


3 


100 


99 


97,4 


87,8 


73.3 


5 


100 


100 


98 


92,2 


80,1 
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Paten tanspruche 

' .".•=;*s;sir;sri".s;^ — 

5. Reagens nach Anspruch 3 oder 4. welches weiters ein Detektionsreagens enthalt. 

6. Testkit. mindestens enthaltend 

- ein Reagens nach Anspruch 3, 

- ein Detektionsreagens. 

25 7. Testkit, mindestens enthaltend 

- ein Reagens nach Anspruch 4. 

- ein Detektionsreagens. 

8. Testkitnach Anspruch 6 Oder 7, weiters enthaltend 
30 - ein Thrombinsubstrat. 



35 



40 



45 



50 



55 
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